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Die biofogische Grundlage der Quecksitber- (Hg-) Toxizitat ist die Fahigkeit von Hg in seiner zweiwerti- 
gen kattonischen Form [Hg(ll)], Sulfhydryl-, Thioether- und Imidazolgruppen zu binden und dadurch 
Enzyme zu inaktivieren (26). Es ist deshatb allgemein anerkannt, dafi das Hg(ll) die am starksten toxische 
ionische Form des Metalts ist. Organische Ouecksilber-Spezies, und zwar sowohl Alkyl- als auch Arylderiva- 
5 te, konnen in den Geweben hoherer Organismen akkumulieren, wo sie systemische Krankheiten verursa- 
chen (17). Trotz der extremen Biotoxizttat von Hg(II) und seinen organischen Derivaten werden jedoch 
schatzungsweise jahrlich 11.000 Tonnen durch Menschenhand mobilisiertes Hg und Hg-haltige Verbindun- 
gen in die Biospha're entlassen. Es la/31 sich also sagen, daG Quecksilberverschmutzungen ein ernstzuneh- 
mendes Risiko fur die Umwelt darstellen. 

70 Da die Gesamtmenge an vorhandenem Hg endgultig und unveranderbar ist, kann Abhilfe bezuglich der 
Hg-Belastungen nur dadurch erzielt werden, dafl die ionische Form in eine weniger toxische Spezies 
uberluhrt wird und/oder dafl sie abgetrennt wird, idealerweise in einer fur weitere Verwendung in den 
Kreislauf ruckfuhrbaren Gestalt. Derzeit ubliche Hg-Beseitigungs-Technologien setzen Adsorptionsmatrices 
ein, urn Ouecksilberverbindungen aus industriellen Abgasen Oder Abwassern zu entlernen. Durch dieses 

75 Verfahren wird jedoch ein fester Sekundarabfali erzeugt, und gebundenes Hg ist fur eine weitere Verwen- 
dung nicht mehr vertugbar. Das Verfahren weist weiterhin den Nachteil auf, daB es relativ unselektiv ist; 
auch andere Abfallbestandteile als Hg werden adsorbiert. 

Eine alternative Strategie zur Beseitigung, die derzeit untersucht wird, schliefli die Umsetzung von Hg(ll) 
in die inertere, fluchtige Elementariorm [Hg(0)] ein, und zwar unter Einsatz des Mechanismus der 

20 bakteriellen Hg-Resistenz, die auf der Reduktion von Hg(ll) zu Hg(0) durch die Aktivitat einer cytosolischen 
Quecksilber-Reduktase beruht (8, 36). Solche bakteriellen Reduktionssysteme konnten entweder an Ort und 
Stelle fur die Beseitigung eingesetzt werden, da fluchtig gemachtes Hg(0) sowohl weniger toxisch als auch 
weniger bioverfugbar ist, oder aber innerhalb von Bioreaktoren, aus denen das reduzierte Hg(0) bei Bedarf 
wiedergewonnen werden konnte. 

25 An der spezifischen bakteriellen Quecksilberresistenz (Hg r ) sind zum einen die Quecksilber-Reduktase 
und zum anderen, da Hg(ll) auch Membranproteine inaktiviert, ein Hg-spezifisches Transportsystem 
beteiligt, das die Membran und andere zellulare Komponenten durch die Beforderung des Hg von der 
Zelloberflache zur intrazellularen Quecksilber-Reduktase schutzt (24). 

Hg' mit engerem Wirkungsspektrum verleiht Resistenz nur gegenuber Guecksilber-lonen. An der 

30 Quecksilberresistenz mit breitem Wirkungspektrum ist neben den Transport- und Reduktase-Enzymen eine 
Organoquecksilber-Lyase beteiligt, die Kohlenstoff-Hg-Bindungen protonolytisch spaltet (2, 36, 41). Die Hg r - 
Systeme mit breitem Wirkungsspektrum verleihen deshalb durch die aufeinanderfolgenden Aktivitaten von 
Lyase und Reduktase auch Resistenz gegenuber Organoquecksiber-Verbindungen. 

Man hat die Hg r -Mechanismen fur sowohl engeres als auch breites Wirkungsspektrum in weitem 

35 Umfang in Bakterien gefunden. Die Hg r -Strukturgene sind in einem einzigen Operon codiert, das primar 
durch das merR-Genprodukt reguliert wird, welches seinerseits angrenzend an das merTPABD-Operon 
transkribiert wird, jedoch in umgekehrter Richtung davon. Die merT- und merP-Genprodukte sind an der 
Aufnahme und am Transport von Hg(ll) beteiligt, merA spezifiziert die Quecksilber-Reduktase, und merB 
codiert fur die Organoquecksilber-Lyase (39 enthalt eine Obersicht). merD, das am weitesten vom Promotor 

40 entfernt gelegene Gen, das identifiziert wurde, wurde mit einer Koregulations-Funktion bei der Transkription 
in Verbindung gebracht (22, 29). 

Es isl nun Aufgabe der Erfindung, Bakterienstamme mit verbesserten Guecksilber-Entgiftungseigen- 
schaften zur Verfugung zu stellen. 

Diese Aufgabe wurde dadurch gelost, dafl Stamme von Pseudomonas putida zur Verfugung gestellt 

45 werden, welche infolge konstitutiver Hyperexpression der merTPAB-Gene derarlige verbesserte Quecksil- 
ber-Entgiftungs-Eigenschaften aufweisen. ErfindungsgemaS werden auch Organismen bereitgestellt, bei 
denen die Fahigkeit, Hg unter hohen Konzentrationen in erhohten Raten zu reduzieren, auf genetischer 
Ebene mit einem Benzol-Katabolismus kombiniert ist. Die entsprechenden Pseudomonas putida-Derivate 
sind in der Lage, die chemisch ungleichen Bestandteile einer Organoquecksilber-Verbindung, namlich 

so Phenylquecksilberacetat (PMA), in ihre metallischen und aromatischen Bestandteile zu zerlegen und jeweils 
getrennt zu entgiften. Die Charakterisierung dieser Isolate zeigt, dafl sie fur die Behandlung von Hg-haltigen 
Verunreinigungen geeignet sind. 

Die bereitgestellten Stamme sind dadurch gekennzeichnet, dafl sie 

(a) in der Lage sind, Quecksilber(II)-lonen aus Guecksilbersalzen und Organoquecksilberverbindungen zu 
55 reduzieren, 

(b) hohe Resistenz gegenuber Ouecksilberverbindungen aufweisen, 

(c) einen Expressionsapparat fur die quecksilberentgiftenden Proteine besitzen, der vollig unabhangig 
von der umgebenden Quecksilberkonzentration ist, 
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(d) genetisch stabile Insertionen von uberexprimierenden Genen fur die Quecksilberresistenz in das 
Wirtschromosom aufweisen, und 

(e) fakultativ zusatzlich Toluol- und Benzoigruppen abbauen konnen. 

Diese Stamme entgiften organische Quecksilberverbindungen wie auch Quecksilbersalze nicht nur bei 
5 sehr hohen, sondern auch bei sehr niedrigen Quecksilber-Konzentrationen, welch letztere normalerweise, 
z.B. in den Wildtypen, nicht zur Induktion der Synthese der quecksilberentgiftenden Proteine ausreichen. 
Diejenigen Stamme, die auch Benzol- und Toluolgruppen abbauen konnen, setzen diese Gruppen im 
wesentlichen letztendlich zu Kohlendioxid und Wasser um, unabhangig davon, ob das Benzol und/oder 
Toluol als organische Gruppe in einer Quecksilberverbindung oder als Verbindung an sich in die Umgebung 
70 des abbauenden Organismus getangt ist. 

Zur Erzeugung der Mutanten wird Pseudomonas putida vorzugsweise mit einem Mini-Transposon 
ungezielt mutagenisiert, das merTPAB enthalt, also Strukturgene, die die Quecksilberresistenz spezifizieren. 
Das Transposon sollte bevorzugt eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften aufweisen: 
(i) Eine sehr kurze Endsequenz (z.B. 19 Bp) 
75 (ii) Nur einmaliges Transponieren in den Akzeptor bzw. Rezipienten; die transponierte DNA sollte stabil in 
den Wirt integriert sein, nicht wandern, sich nicht verdoppeln und auch nicht durch Aktion eines ihrer 
eigenen Bestandteile wieder herausgeschnitten werden. 
(iii) Das Transposon-Konstrukt sollte keine mer-Regulatorgene aufweisen. 

Wird ein derartiges Transposon strangabwarts (in 3 1 -Richtung) zu solchen Regionen der Wirts-DNA 
20 insertiert, die hohe Transkriptionsraten bewirken, so konnen die Gene wegen des geringen Abstandes zu 
den starken Wirtspromotoren durch diese exprimiert werden, da die RNA-Polymerase an den Promotor 
bindet und durch das kurze Zwischenstuck hindurch das mer-Gen abliest. Durch die hohe Transkriptionsra- 
te wird eine hohe Kopienzahl des RNA-Transkripts erzeugt, das fur die Proteine codiert, die fur die (Organo- 
)Quecksilber-Resistenz und Entgiftung verantwortlich sind. 
25 Im AnschluG an das Mating der Zellen werden selektiv diejenigen Stamme isoliert, die merTPAB 
konstitutiv hyperexprimieren, was ihnen die Fahigkeit gibt, Hg in erhohten Raten unter Bedingungen hoher 
Quecksilberkonzentrationen aus einer organischen Gruppe abzuspalten und das freigesetzte Hg(ll) in die 
weniger toxische und biologisch nicht verwertbare Form [Hg(0)] zu iiberfuhren. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform werden diese Eigenschaften genetisch mit einem Benzol-ZToluol- 
30 Katabolismus gekoppelt, sodafl Mikroorganismen zur Verlugung gestellt werden, die nicht nur die Metall- 
komponente von Phenylquecksilberacetat (PMA) reduzieren konnen, sondern auch den vollstandigen Abbau 
von dessen aromatischer Gruppe ermoglichen. Diese Isolate sind deshalb fahig, PMA als einzige Kohlen- 

stoff- und Energiequelle zu nut2en. 

Die zweckgerichtete Anpassung metabolischer Ablaufe durch "genetic engineering" eroffnet die Mog- 

35 lichkeit, verbesserte Mittel fur die Entgiftung von Umweltverschmutzungen bereitzustelien. Man hat ver- 
schiedene Strategien eingesetzt, um dieses Ziel zu erreichen. Es ist gelungen, Zwischenprodukte des 
Katabolismus durch Heranziehen alternativer. katabolischer Pathways zu kanalisieren, wie auch "nicht 
erlaubte" Schritte im Katabolismus durch sequentielle _Mytation«elektion_ zu eliminieren, wodurch die 
Expansion des Pathway-Substratprofils ermoglicht wird (32, 34. 42). Die vorliegende Erfindung zeigt einen 

40 anderen Losungsweg auf: Die enzymatische Spaltung von chemisch ungieichen Einheiten einer Verbin- 
dungsklasse, namlich eines Organometalls, in die Einzelbestandteile, Hg(II) und Benzol, und die Verbindung 
von Pathways, um jeden der gebildeten Bestandteile getrennt zu entgiften. 

Die Erfindung richtet sich dementsprechend sowohl auf konstitutiv hyperexprimierende Quecksilber- 
Entgiftungsdeterminanten zur Erzeugung von gegen (Organo-)Quecksilber hochresistente Bakterienstamme, 

45 die ihre Zielverbindungen unter erhohten Hg-Konzentrationen in erhohten Raten entgiften konnen, als auch 
auf die Verknupfung dieser Eigenschaften mit dem Abbau von Benzol, sodafl Quecksilber-Benzol-Derivate 
vollstandig abgebaut werden konnen, 

Wahrend sich fruher Anderungen der Regulation in der Synthese katabolischer Enzyme auf die 
Modifizierung der Effektor-Eigenschaften bestimmter Regulator-Proteine konzentrierte (32, 42), wird die 

50 konstitutive Hyperexpression von Hg f mitbreitem Wirkungsspektrum erfindungsgemafl durch Eliminierung 
der regulatorischen Kontrolle fur mer und das ungezieite Mutagenisieren von P. putida-Wirten mit einem 
merTPAB-haltigen Mini-Tn5-Element erreicht. Es wurde vorausgesetzt, da6 die Transkription von mer- 
Genen durch Promotoren des exogenen Wirts ausgelost und durch abgekurzte IS50-Sequenzen gelesen 
wird. 

55 Das Plasmid pHGl06 enthalt ein 4,2 kB langes Hindlll-Fragment, das die merTPAB-DNA fur die 
Konstruktion des durch pUTHg codierten mini-Tn5 (11, 12) lieferte. Die strangaufwarts gelegene Hindlll- 
Stelle, die fur die Konstruktion von sowohl pHGl06 als auch pUTHg verwendet wurde, konnte jedoch eine 
Deletion der -35- und der primaren -10-Sequenzen des merTPABD-Promotors (Pmer) aufweisen (16, 28). 
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Die fur merTPAB codierende DNA in pUTHg weist mit Sicherhett Deletion sowohl des merR- als auch des 
merD-Regulatorgens auf (11, 12), und so konnten ihr auch Elemente der primaren Transkriptionskontrolle 
fehlen. 

Das Durchtesten etner groGen Zahl von P. putida-Mini-TnS-Akzeptoren nach einer Konjugation zeigte, 

5 dafl unter den getesteten Isolaten eine groGe Variationsbreite an PMA-Resistenz existierte. Die weitere 
Charakterisierung selektionierler, gescreenter Isolate zeigte auch divergierende Werte fur Hg r , (Fig. 1), die 
unterschiedlichen Werten fur die Quecksilber-Reduktase-Aktivitat entspricht (Tabelle 2, Fig. 2). Die Sou- 
thern-Blot-Analyse zeigte, dafl tatsachlich Traspositionsereignisse stattgefunden hatlen, und dafl in jedem 
der getesteten Isolate eine einzelne Kopie von merTPAB vorhanden war (Fig. 4). Deshalb zeigt der 

io Vergleich verschiedener P. putida::mer-Stamme unterschiedliche Werte der merTPAB-Expression, was 
wahrscheinlich auf unterschiedliche Promotor-Aktivitaten zuruckzufuhren ist, wobei jedoch eine grundliche 
Charakterisierung der Transkriptions-Parameter in diesen Isolaten noch aussteht. Die hier vorgestellten 
Daten stehen deshalb in Einklang dammit, dafl die Transkription von merTPAB in den erzeugten, analysier- 
ten P. putida::mer-Stammen zumindest teilweise durch exogene Promotoren des Wirtes erfolgt. 

75 Die Selektion von- hyperexprimierenden P. putida::mer-Derivaten wurde durch Screenen auf PMA erreicht, 
eine Origialvorschrift, die den falsch positiven Hintergrund unterdruckt ; der beim Screenen auf HgCI? 
auftrat. mer-Hyperexprimierende P. putida-Abkommlinge erwiesen sich a!s deutlich starker Hgr/PMA r , eine 
Erkenntnis, die nicht nur ihre Selektion ermdglichte, sondern auch neu ist, da die gleichen Effekte in E. coli 
nicht hervorgerufen werden konnten (23, 25, 31). 

20 Die Erfinder untersuchten annahernd 2000 mit mini-Tn5-mer mutagenisierte Derivate von P. putida 
KT2442 und F1. Die folgenden Stamme wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen 
hinterlegt: 

P. putida KT 2442 :: mer-73 DSH 7209 
P. putida F1 :: mer-1-1 DSM 7208 

25 Der Wahrscheinlichkeit nach sollte bei der gegebenen Anzahl von getesteten Isolaten unter den verwende- 
ten Bedingungen der hochste erreichbare Wert fur die PMA f aufgefunden worden sein. Wenn in vivo durch 
die Einschrankungen des Hg(ll)-Transports hohere Werte an Resistenz gefunden werden, konnen diese in 
P. putida durch das hier beschriebene Verfahren definiert worden sein. Ein alternativer Versuch zur 
Erreichung noch hoherer Hg(ll)-Reduktion in vivo konnte sein, die Transport-Determinanten, merTP, unter 

30 definierte, aber von merAB getrennte Regulationskontrolle zu bringen. merAB codiert fur das (Organo- 
)Ouecksilber transformierende Funktionen. 

Konstitutive Hyperexpression von merTPAB erzeugt offensichtlich unmittelbare Hg r , sogar unter toxi- 
schen Konzentrationen von Hg(ll), und es wurden keine Auswirkungen der mer-Hyperexpression auf die 
Wachstumsraten der Kulturen gefunden (Fig. 3). Durch Vereinigen der konstitutiven Hyperexpression von 

35 merTPAD mit der Kapazitat von P. putida F1, Benzol abzubauen, wurde sowohl Wachstum als auch 
Entgittung von PMA erreicht, wenn dieses als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle eingesetzt wurde. 
Die vorliegend beschriebenen Isolate von P. putida::mer weisen vorteilhafte Eigenschaften fur die 
- Entgiftung von Hg-haltigen Abfallen sowohl in Behaltern als auch in der freien Umwelt auf. Da sich die 
Losungsstrategie der vorliegenden Erfindung auf enzymatische Reduktion stutzt, ist sie spezifisch fur 

40 (gebildetes) Hg(ll) und vermetdet die unselektiven Eigenschaften derzeit gangiger adsorptiver Systeme. 

Die vorliegend beschriebenen Stamme sind in der Lage, in Gegenwart hochkonzentrierter Quecksilber- 
verbindungen zu wachsen und diese Fahigkeit konstitutiv zu exprimieren; der Zelltod in hochbelasteten 
Abfallen vor der vollstandigen Induktion der Expression wird verhindert. Ferner ist unter Bedingungen, in 
denen die Hg(ll)-Konzentrationen in der Umgebung unterhalb der Toxizitat liegen und zu niedrig sind, urn in 

45 eingesessenen Populationen Hg(ll)-Reduktion zu induzieren, eine konstitutive Bioentgiftung ebenfalls von 
Vorteil. 

P. putida ist ein in der Natur vorkommender, den Boden besiedelnder Organismus, der beinahe 
ubiguitar verteilt ist. Deshalb sollten P. putida::mer-Stamme weniger Risiken bezuglich der Aufrechterhal- 
tung des naturlichen okologischen Gleichgewtchts bergen, wenn sie absichtlich als Mittel zum Unschadlich- 
50 machen von (Organo-)Quecksilber freigesetzt wurden. Die genetische Analyse zeigt auch, dafl eine einzelne 
Kopie des mer-Operons stabil in das Wirtschromosom eingebaut ist (Fig. 4); das Risiko der Ubertragung 
von merTPAB auf naturlich in der entsprechenden Umgebung vorkommende Organismen sollte deshalb 
deutlich reduziert sein. 

P. putida::mer-lsolate entgiften sowohl Hg-Salze als auch Organoquecksilberverbindungen, und P. 
55 putida Fl::mer-Abk6mmlinge sind fahig, Benzol- und Toluol-Quecksilberderivate als einzige Kohlenstoff- 
quelle zu nutzen. Dies gibt die Moglichkeit, Mischungen von Hg-haltigen Verbindungen wie auch Benzol 
und Toluol, die ihrerseits toxisch sind, zu entgiften. Die Notwendigkeit, dem System von auflen Nahrstoffe 
zuzufuhren, konnte sich ebenfalls ertibrigen, wahrend gleichzeitig eine Toxizitat fur die Zelle durch eine 
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Akkumulierung von aromatischen Endprodukten vermieden wird. 

Durch Manipulation der naturlich auftrelenden bakterielten Systeme fur die Entgiftung von Guecksilber- 
verbindungen werden verbesserte Moglichkeiten und Mittel zur Behandlung von quecksilberhaltigen Abfalls- 
tromen und kontaminierlen Oden zur Verfugung gestellt. 

Die Fahigkeit zur Hg-Transformation isl mittels der Atomabsorptionsspektroskopie, on-line, ermittelt wor den. 
Dabei ist eine im Vergleich zu P.putida KT2442::Tn50l-132. 10-fach verbesserte Umsatzgeschwindigk eit 
festgestellt worden. 

70 Die Erfindung soil im folgenden anhand von Figuren, Tabellen und Beispielen naher erlautert werden. 
Die Figuren zeigen im einzelnen: 

In Fig.i ist die maximale Resistenz von P. putida::mer-lsolaten gegenuber HgCI? und PMA aulgetragen. 
Dabei handelt es sich urn die hdchsten Konzentrationen an PMA in festem (■) bzw. flussigem (Q) und an 
HgCb in festem (a) bzw. flussigem (□) LP121 -Medium, bei denen Wachstum der P. putida::mer-Stamme 
75 noch moglich war. 10 bzw. 15 ug/ml PMA in flussigem bzw. festem LP121 -Medium inhibierten das 
Wachstum von P. putida KT2442::Tn501-132 und der elterlichen Stamme P. putida KT2442 und F1. Das 
Wachstum der elterlichen Stamme wurde auch durch HgCb in Konzentrationen von 6 bzw. 35 ug/ml in 
flussigem bzw. festem LP1 21 -Medium inhibiert. 

Fig. 2 zeigt die Korrelation der PMA- bzw. HgCb -Resistenz mit der merTPAD-Expression. Dabei wurde 

20 die gemittelte Quecksilber-Reduktase-Aktivitat (in Gegenwart von bzw. ohne Hg, Tabelle 2) von 22 
untersuchten Isolaten als Funktion ihrer maximalen PMA-Resistenz, beobachtet in flussigem (O) Oder 
festem (•) LP1 21 -Medium, bzw. als Funktion ihrer maximalen Hg-Resistenz in flussigem (o) oder festem 
LP1 21 -Medium (■) dargestellt. Oberhalb einer jeden graphischen Darstellung sind quadratische Gleichun- 
gen fur die dargestellten Graphen mit den entsprechenden Korrelations-Koeffizienten (R 2 ) angegeben. 

25 Der F-Wert, eine statistische Determinante fur die Anpassung der Daten an die berechneten Graphen, 
wurde fur die Daten der graphischen Darstellungen A, B, C, D bzw. E mit 8,74, 3,05, 2,45, 1,52 bzw. 6,53 
berechnet. Werte von mehr als 4,32 fur F (Darstellungen A, B, C und D) oder 3,96 (Darstellung E) zeigen 
eine signifikante (95% Sicherheit) Korrelation zwischen den Daten und der gezeigten Funktion. 
Fig. 3 zeigt das Wachstum von P. putida-Stammen in Gegenwart von HgCb- LP12l-Medien mit 6 ug/ml 

30 HgCb (■), mit 6 ug/ml HgCb, zugesetzt bei A^oo =0,5 (a), oder ohne den Zusatz von HgCb (O) wurden 
mit einer Kultur in stationarer Phase beimpft (1:100) und bei 30 *C inkubiert. P. putida::Tn50l-132 wurde 
vor der Zugabe von HgCb in der midlog-Phase mit 10 urn HgCb 2 Stunden lang voriduziert. 
Fig. 4 zeigt eine Hybridisierungs-Analyse nach Southern von P. putida::mer-Stammen. Die Blots wurden 
mit einem aus pUTHg stammenden, merTPAB enthaltenden markterten Fragment (3,2 kB) als Sonde 

35 versehen. Die Spuren der Abb. (A) zeigen P. putida::mer KT2442-Stamme: 1: P. putida::mer KT2442 
(Sfil); 2: -67 (Sfil); 3: -73 (Sfil);, 4: -2-4 (Sfil); 5: -2-49 (Sfil); 6: -2-121 (Sfil); 7: pUTHg (Sfil); 8: -67 (EcoRI); 
9: -73 (EcoRI); 10: -2-4(EcoRI). Die Spuren der Abb. (B) zeigen P. putida::mer F1 -Stamme: i:- P. 
putida::mer F1 (Sfil): 2: -1-1 (Sfil): 3: -1-7 (Sfil); 4: pUTHg (Sfil): 5: -1-22 (Sfil); 6: -10 (Sfil), 7: -13 (Sfil); 8r- 
P. putida::mer KT2442::Tn50l-l32 (Aval); 9: pUTHg (EcoRI). 
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Tabelle 2. Quecks i Iber-Redukt ase- Ak t ivi ta ten 
von mit HgCl 2 induzierten oder uninduz ierten 
P. putida: : mer-Ku 1 turen 

Ouecksi lber-Redukt ase- Aktivit a t a 
Stamm/Isolat - HgCI 2 + HgC! 2 



75 



20 



25 



30 



P. putida KT2 4 4 2 
P. putida F 1 

P. putida KT2442::Tn50?-1 32 

P. putida KT2442::mer 

37 

45 

67 

73 

2 - 1 

2-3 

2 - 4 

2-4 9 

2-65 

2-84 

2-116 

2-121 



0 

0.2 
0 



7.0 

14.5 

25.0 

50.8 

9.7 

14.3 

29.0 

27.3 

12.7 

12.7 

15.9 

28.7 



NO 
12.1 



8.1 
12.7 
29.0 
45.7 

8.2 

18.7 

32.4 

23.4 

11.6 

15.1 

17.3 

31.0 



35 



40 



P. putida P*\::mer 

1 0 
1 2 
1 3 
1 8 
31 
38 
1 - 1 
1 - 6 
1 - 7 
1-14 
1-22 



34.2 

7.7 

■w ^3 * 3 

10.1 

29.4 

12.8 

35.8 

13.3 

35.0 

27.1 

34.0 



35.4 

7.9 

36.3 

9.8 

31.1 

1 1 .5 

39.6 

14.2 

35.9 

28.2 

34.6 



45 



50 



^ie Ouecksi lber-Reduktase-Aktivita ten sind ausgedriickt als HgCl 2 -abhangige 
NADPH-Oxidation (uM oxidiertes NADPH/min mg Protein) wie in Beispiel 1 be- 
schrieben 

= nicht bestirrnvt 
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Tabelle 3. Wachstum und Katechol - 2 , 3-dioxygenase-Aktivitat 
von P. putica Fl : :mer-Isol aten auf Min ima Imedien mit PMA 
als einziger Koh 1 ens tof f que 1 1 e 



Stairun/ 1 sol at 



M63 PMA 



Wachstum 



Dioxygenase 



P. putida F ^ 

P. puiida KT2442::mer-72 

P. puiida F\\:mer 
1 0 

1 3 

1 a 

3 1 

1 - 1 

1 - 6 
1 -7 
1-14 



+ 
+ 
+ 

+ 
+ 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



a Die M63-Salze wurden durch 160 ug/ml PMA als einzige Koh lens tof f quelle 
erganzt 

^wachstum isolierter Kolonien nach dreitiigigem Wachstum bei 30°C: (+) weist 
auf sichtbare Kolonien, (-} bedeutet fehlendes Wachstum 

c Positive Aktivitat von Katechol -2, 3 -dioxygenase (+) genafl Farbtest nach. 
Anspnihen der Kolonien mit 0,5 M Katechol (9) . (-)=.keine wahrnehnibare-Akti- 

vitat 



Beispiele 

Beispiel 1. Materialien und Methoden 

(a) Bakterienstamme, Plasmide und Wachstumsmedien 

Die in der vorliegenden Erlindung verwendeten Bakterienstamme und Plasmide sind in Tabelle 1 
dargestellt. L-Medium enthielt 1 % Trypton (Dilco). 0,5 % Hefeextrakt (Difco) und 0,5 % NaCI. M9- und 
M63-Minimalmedien (19) wurden jeweils durch 0,2 % Citrat als Kohlenstoflquelle erganzt. 0.001 M 
Pseudomonas-Stammsalze (1) erganzten zusatzlich das Minimal-M9-Medium; 0,1 % Casam.nosauren 
(Difco) wurden zum M63-Minimalmedium gegeben. 121-Salze-Minimalmedium mit genngem Phospnatge- 
halt (100 uM) (LP121) wurde wie bereits beschrieben (14) hergestellt. Die Medien wurden mit 1.5 /« Agar 
(Difco) verfestigt. In Selektionsmedien wurden Antibiotika in den folgenden Konzentrationen (pro mj 
verwendet: Rifampicin (Rif): 50 ug; Kanamycin (Km): 30 ug; Ampicillin (Ap): 50 ug; Carben.alhn (Cb): 500 
ug- Piperacillin (Pc): 30 ug. Hg(ll). in Form von HgCb (Sigma) aus einer Vorratslosung von 10 mg/ml. 
wurde in den angegebenen Konzentrationen zu den vorgekuhlten Medien gegeben. Konzentr.erte Vorratslo- 
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sungen von Phenylquecksilberacetat (PMA) (Sigma) (1 mg/ml) wurden 2 Stunden lang bei 30 'C heftig 
geschuttelt, bevor sie den Medien in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt wurden. 

(b) Mobilisierung und Transposition 

5 

Das transposonhaltige Plasmid ist aus Escherichia coli SM10 lambda pir (pUT-Hg) durch Mobilisierung 
mit einer biparentalen Filter-Mating-Technik in entweder P. putida KT2442- Oder P. putida F1-Recipienten 
transferiert worden (6). Einzelne Kulturen der Donoren und der Akzeploren wurden bei 30 'C in L-Medium, 
das durch selektive Antibiotika erganzt war, bis zur stationaren Phase gezuchtet. 0,4 ml des Akzeptor- 

70 Stammes und 0,1 ml eines jeden Donors wurden in 5 ml L-Medium vermischt und dann filtriert (0,2 u 
Swinnex). Die Filter wurden mit der Zeilseite nach oben aul die Oberilache von L-Medium-Platten gegeben 
und bei 37 *C 9 h lang inkubiert. Die Konjugationsprodukte wurden dann in 5 ml 0,85-%iger Salziosung 
resuspendiert. und geeignete Verdunnungen wurden auf selektiven Medien ausplattiert M9-Medium, supp- 
lementiert mit Rif und 6 ug/ml HgCI 2 , wurde verwendet, urn auf pFRC37p-Mobilisierung und Tn50i- 

75 Transposition in P. putida KT2442 zu selektionieren. M63-Medium mit Rif und 1,5 ug/ml HgCI 2 wurde 
verwendet, urn auf pUTHg-Mobilisierung und mini-Tn5-Transposition in P. putida KT2442 zu selektionieren. 
M63-Medium, nur durch 1,5 ug/ml HgCI 2 supplementiert, wurde fur die Selektion auf die Mobilisierung von 
pUTHg und die mini-Tn5-Transposition in P. putida F1 verwendet. Selektive Platten wurden bei 30 'C 
inkubiert. Die Exkonjugantien wurden entweder auf M9-Medium mit Rif und 6 ug/ml HgCI 2 auf die Paarung 

20 C600 (pFRC37p) * P. putida KT2442 Oder auf M63-Medium, erganzt durch 10 ug/ml PMA, auf die 
Akzeptoren der pUT-Hg-Paarungsergebnisse durchgetestet./Die gescreenten Konjugationsprodukte wurden 
auch daraufhin untersucht, ob sie, soweit es sich urn P. putida KT2442 handelte, gegenuber Rif resistent 
waren (Rif r ), bzw. ob sie gegenuber Cb, Pc und Km empfindlich waren (Cb s , Pc 5 bzw. Km 5 ). 

25 (c) Bestimmung von erhohten Werten der Hg-Resistenz. 

Die Konjugationsprodukte der P. putida-Stamme wurden von L-Medium-Platten mit 10 ug/ml PMA auf 
L-Medium-Platten mit 50 bis 250 ug/ml PMA replikaplattiert. Diejenigen Stamme, die bei erhohten PMA- 
Konzentrationen Wachstum isotierter Koionien aufwiesen, wurden weiterhin auf das Wachstum isolierter 

30 Koionien auf LP1 21 -Platten untersucht, die entweder 1,5 bis 60 ug/ml HgCI 2 Oder 10 bis 75 ug/ml PMA 
enthielten. Die Stamme von P. putida wurden auf die oberen Grenzwerte von Hg r in flussigem Medium hin 
untersucht, indem die Kulturen isolierter Konjugationsprodukte bei 30 -C in LP1 21 -Medium bis zur mid-log- 
Phase (A6oo=0,5) gezuchtet wurden, worauf ihnen HgCfeoder PMA entsprechend der Endkonzentration 
zugesetzt wurde (alternate wurden die pFRC37p-Exkonjugantien bei Asoo^O.S mit 0,8 ug/ml HgCI 2 

35 induziert und dann zwei Stunden lang vorinkubiert, worauf ihnen HgCI 2 bis zur Endkonzentration zugesetzt 
wurde). Die A&oo wurde nach etwa 4 Stunden Wachstum in HgCI 2 Oder PMA bestimmt und mit der Aeoo 
paralleler Kulturen verglichen, die unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne Zusatz von HgCI 2 bzw. 

- PMA,-gezuchtet worden waren. — 

40 (d) Bestimmung der Wachstumskurven 

Kulturen stationarer Phase von P. putida-Stammen wurden in LPl21-Minimalmedium angeimpft (1:100). 
Parallele Kulturen, die bei 30 *C ohne HgCI 2 Oder mit einer Anfangskonzentration von 6 ug/ml HgCI 2 oder 
mit einem Zusatz von 6 ug/ml HgCI 2 nach Erreichen der mid-log-Phase (Tn501-haltiger Stamm wurde eine 
45 Stunde lang mit 2,7 ug/ml HgCI 2 vorinduziert, bevor 6 ug/ml zur midlog zugesetzt wurden) gezogen worden 
waren, wurden in regelmafligen Abstanden durch Bestimmung der Asoo uberwacht. Auszahlen von Platten 
mit Lebendkulturen wurde verwendet, um die Ergebnisse zu sichern. 



50 



(e) Ouecksilber-Reduktase-Bestimmungen 



Die Zellen wurden bei 30 'C in LP1 21 -Kulturen von 50 ml bis zu A&oo =0,5 gezuchtet, worin man sie 
entweder ohne Zusatz von HgCI 2 weiterwachsen lieB, oder worauf HgCI 2 in der hochsten Konzentration 
zugesetzt wurde, die Wachstum noch zulieS (wenn es sich um Konjugationsprodukte (Exkonjugantenstam- 
me) von pUTHg handelte), oder worauf sie 2 Stunden lang mit 0,8 ug/ml HgCI 2 induziert wurden (TnSOl- 
55 haltiger Stamm) und dann mit HgCI 2 auf 6 ug/ml versetzt wurden. Die Kulturen wurden bis zu einem 
Endwert von A*oo = 1 .5 gezuchtet und dann durch Zentrifugation geerntet (10.500 x g, 10 min., 4 • C), einmal 
mit 20 ml kaltem 100 mM NaPCU (pH 7,5). 0,5 mM EDTA (Fluka). 0,1 % 0-Mercaptoethanol (Sigma) 
gewaschen und in 1 ml des gleichen Puffers resuspendiert. Die Zellen wurden mit Ultraschall lysiert (50W, 
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10 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



2 min B Braun Labsonic U), und die unlosliche Fraktion wurde abzentrifugiert (27.000 x g, 4*C, 30 min.). 
Der Oberstand wurde mit Hilfe einer Modifikation des Verfahrens von Fox und Walsh (8) und Schottel (36) 
auf Quecksilber-Reduktase getestet. Hierzu sei kurz ausgefuhrt. daB 0.2 ml Rohextrakt zu einer Testmi- 
schung gegeben wurden, die Endkonzentrationen von 50 mM NaPCMpH 7.5), 200 uM NADPH (Sigma), 1 
mM /3-Mercaptoethanol und 100 uM HgClj in einem Reaktionsvolumen von insgesamt 3 ml enthielt. Die 
Umsetzungen wurden 4 Minuten lang bei 25 'C durchgefuhrt, und wahrend dieser Zeit wurde die Oxidation 
von NADPH spektrophotometrisch bei 340 nm verfolgt; die Hintergrundwerie der NADPH-Oxidation wurden 
bestimmt, indem Parallelumsetzungen ohne HgCIs beobachtet wurden. Die Proteinkonzentrationen wurden 
mit Hilfe der BCA-Bestimmung (Pierce) ermittelt, durchgefuhrt gemafl den Empfehlungen des Herstellers. 

(f) Southern Blot 

Genomische DNA wurde nach dem Verfahren von Richards (33) isoliert; Plasmid-DNA wurde durch 
alkalische Lyse isoliert und durch CsCI-Gleichgewichts-Zentrifugation gereinigt (35). 10 ug genomischer 
DNA wurden entweder mit Aval Oder Sfil Oder Ecorl verdaut, und 0,1 ug der Plasmid-DNA wurden mit Sf.l 
(Boehringer Mannheim) gemaS den Angaben des Herstellers geschnitlen. Verdaute DNA-Proben wurden 
uber ein 0 7 % Agarose-Plattengel (35) laufen gelassen. Die Gele wurden auf Biodyne "B"-Membranen (Pall 
Biosupport) geblottet, und die Membranen wurden mit markierten DNA-Sonden gemaB den Vorschlagen 
des Herstellers hybridisiert. Die DNA-Fragmente, die als Sonden eingesetzt wurden, wurden unter Verwen- 
dung von Gene Clean (Bio 101, Inc..) von Agarose-Plartengelen isoliert; als Sonde eingesetzte Fragment- 
wie auch Plasmid-DNA wurden in vitro mit [alpha- 3S P]-dCTP (Amersham) markiert. und zwar unter 
Verwendung zufalliger Primer-Verlangerung ("random primer extension") (Multiprime DNA-Labelmg Sy- 
stem, Amersham). 

Beispiel 2. Konstruktion, Selektion und Screening von P. putida-Derivaten mit hoher Resistenz gegenuber 
PMA (PMA f ). 

Theoretisch konnte die Hyperexpression von Determinanten mit breitem Wirkungsspektrum zu erhohten 
Resistenzwerten gegenuber Organoquecksilberverbindungen und gleichzeitig einem Anstieg der Entgif- 
tungseigenschaften der entstandenen Stamme gegenuber (Organo-)Ouecksilberverbindungen fuhren. 

Urn sine Uberproduktion der mer-Genprodukte zu erzielen, wurde erfindungsgemaB das Plasmid 
pUTHg eingesetzt das ein Replikon mit enger Wirtsspezifitat ist und fur die merTPAB-Quecks.lber- 
Resistenz mit breitem Wirkungsspektrum, von pDU1358 stammend, codiert (11). Die pUTHg-merTPAB- 
Gene werden von den invertierten Wiederholungssequenzen von Tn5 flankiert, die auf 19 Basenpaare (Bp) 
verkurzt sind. Das Transposase-Gen (tnp-) ist auf pUTHg bezuglich des transponierenden Elementes von 
Tn5 extern angeordnet, und merR und merD, die fur mer-Regulatorproteine codieren. wurden aus dem 

Konstrukt eliminiert (siehe unten. 11, 12). 

Da vorangehende Studien gezeigt haben, daB ein Anstieg der mer-Gen-Dosis in Escherichia coh nicht 
gleichermaBen zu einem Anstieg der Quecksilber-Resistenz fuhrte (23. 25). wurden zwei Stamme von P. 
putida als Akzeptoren fur pUTHg in biparentalen Matings ausgewahlt. P. putida F1 ist em in der Natur 
vorkommendes, den Boden besiedelndes Isolat (10), wahrend P. putida KT 2442 ein gegenuber Rifampin 
resistenter AbkSmmling eines isolierten Bodenorganismus' ist (18). Bodenisolate wurden primar wegen ,hrer 
potentiellen Verwendbarkeit fur die Sanierung von mit Quecksilber verseuchten Boden und Wassern 
verwendet Beide Stamme sind bereits in der Vergangenheit charakterisiert worden. und F1 be.nhaltet einen 
durch seine Chromosomen codierten Pathway fur den Katabolismus von Benzol (10). Der Benzolabbau 
konnte also in diesem Organismus mit der Entgiftung von Ouecksilber gekoppelt werden. 

Nach dem "Mating", also dem "Paaren" der Akzeptoren P. putida KT2442 bzw. F1 mit dem gee.gneten 
Donorstamm unter Konjugationsbedingungen. konnte man feststellen. daS die Transpositionsfrequenzen fur 
die merTPAB-Gene in sinnvoller Weise mit fruher beobachteten (12) ubereinstimmten. Urn we.tere Scree- 
nings zu erleichtern und urn die Resistenz gegenuber Organoquecksilber-Verbindungen zu sichern wurden 
1025 Isolate aus der Konjugation von P. putida KT2442 und 800 aus der von P. putida F1 auf mit 10 ug/ml 

PMA erganztes L-Medium Ubertragen. 

Da angenommen wurde, daB die Mini-Tn5-merTPAB-Transposition bezuglich der Z.elorte .m allgeme.- 
nen ungerichtet verlauft. wurde der SchluB gezogen, daB Insertionen. die strangabwarts zu prox.malen 
Wirts-Promotoren gelegen sind. zu einem Anstieg der mer-Expression fuhren konnten, wobe. gle.chzeit ig 
die Hg- und PMA-Resistenz (Hg'. PMA') ansteigen sollte. Deshalb wurde die weitere Selektion der 
Akzeptor-lsolate mit erhohter Hg7PMA r durchgefuhrt, indem diese Produkte der Konjugation von P. putida 
KT2442 und F1 auf quecksilber(lt)-haltigem L-Medium gescreent wurden. Da festgestellt wurde, daB bei 
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hohen Zelldichten haufig auch die Hg-empfindlichen (Hg s ) Stamme auf HgCI 2 -haltigen Medien wachsen, 
wurde den L-Medien bevorzugt das wenig fluchtige Phenyfquecksitberacetat (von 50 bis 250 ug/ml) 
zugesetzt. Durch dieses Verfahren wird die Selektion von falsch-positiven Klonen vermieden; die resistenten 
Phanotypen tassen sich klar von den sensitiven unterscheiden. 

Unterschiedliches Wachstum der P. putida KT2442xpUTHg-Exkonjugantien wurde auf Medien beobach- 
tet, die 50 bis 80 ug/ml PMA enthietten, wahrend die P. putida FixpUTHg-isoiate unterschiedliches 
Wachstum auf Medien zeigten, die 50 bis 250 ug/ml PMA enthielten. Oberhalb dieser Obergrenzen der 
PMA-Konzentration wuchs keines der getesteten Isolate. Einzelne reprasentative Konjugationsprodukt- 
Stamme (20 P. putida KT2442 x pUTHg und 20 P. putida F1 x pUTHg), die Wachstum isolierter Kolonien 
auf PMA-haltigem L-Medium zeigten, wurden fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt. 

Diese 40 Exkonjugantien-Stamme wurden auf ihre Fahigkeit getestet, auf Cb. Pc Oder Km enthaltenden 
L-Medien zu wachsen, und alle Stamme erwiesen sich als empfindlich gegenuber alien drei Antibiotika 
(zusatziich erwiesen sich P putida KT2442-Derivate als resistent gegenuber Rif ), wodurch sichergestellt 
war, dafi keine Repltkation Oder Integration eines der Donorplasmide in die untersuchten Akzeptoren 
stattgefunden hatte. Es konnte also gezeigt werden, dafi alle Stamme, die weiteren Untersuchungen 
unterzogen wurden, einer Transposition von mini-Tn5 in das Wirts-Chromosom (::mer) unterworfen worden 
waren. 

Beispiel 3. Bestimmung der Obergrenzen der Resistenz gegenuber HgCI 2 und PMA in Minimal-Medien 

Die Hochstwerte der Konzentration an HgCI 2 und PMA, die noch ein Wachstum in sowohl festem als 
auch flussigem LP121 erlaubten, wurden fur die 40 zuvor untersuchten P. putida::mer-Stamme bestimmt. 
Fur diese Experimente wurde P. putida KT2442::Tn501-i32, das eine stabile Insertion des fur ein mer- 
Operon mit geringem Wtrkungsspektrum codierenden Tn501 (3, 38) enthalt, durch Mobilisierung von 
pFRC37p konstruiert (siehe Beispiel 1). P. putida KT2442::Tn50i-l32 lieferte einen Vergleichswert fur 
prototypische Hg r und Expression durch einen nativen mer-Promotor. 

P. putida::mer-Stamme, die Wachstum isolierter Kolonien auf LPl21-Agar mit HgCI 2 Oder PMA zeigten, 
wurden als resistent gegenuber der zugefugten Konzentration an Ouecksilberverbindung eingestuft. Sie 
wurden dann auf die gleiche Weise bei hoheren Konzentrationen an HgCl2 und PMA weitergetestet, bis die 
Werte erreicht waren, die das Wachstum isolierter Kolonien inhibierten. 

Die Hochstwerte der Resistenz in flussigen LP1 21 -Medien wurden bestimmt, indem Kulturen unter 
aeroben Bedingungen bis zum Erreichen der midlog-Wachstumsphase (A^oo = 0,5) inkubiert wurden und an 
diesem Punkt die Ouecksilberverbindung zugesetzt wurde. Das spektroskopische Absorptionsvermogen 
wurde fur jede Kultur nochmals nach vierstundigem kontinuierlichem Wachstum ermittelt. Die Diflerenzen 
der optischen Dichten wurden berechnet und mit den Differenzen des Absorptionsvermogens paralleler, 
unbehandelter Kulturen verglichen, die zu denselben Zeitpunkten gemessen worden waren. Da Empfindlich- 
keit gegenuber HgCb Oder PMA einer gegebenen Konzentration zu einem vernachlassigbaren Wachstums- 
anstieg fuhrte (Daten nicht gezeigt), wurde als Resistenz definiert, dafl annahernd die optische Dichte der 
unbehandelten Kontrolle erreicht wurdeT Reprasentative ¥rgebnis^¥ dieleTExperirnente "sihd " in Fig. 1 
dargestellt. 

85 % der 20 getesteten P. puitda KT2442::mer-lsolate zeigten einen 12,5-37,5-%igen Anstieg des Hg r - 
Wertes im Vergleich zu P. putida KT2442::Tn501-132, wenn sie auf festen LP1 21 -Medien gezuchtet 
wurden. Nur 30 % derselben Stamme zeigen jedoch einen Anstieg an Hg r , wenn man sie in flussigem 
LP121 wachsen laBt; die Erhohung lag in diesen Fallen jeweils urn 28,5 % uber den Werten von P. putida 
KT2442::Tn501-132. Jedoch zeigten ganz allgemein diejenigen P. putida KT2442::mer-Stamme die groflte 
demonstrierbare Resistenz beim Wachstum in Flussikeit, die die hochste Hg' auf festen Medien aufwiesen. 
Wurden diese 20 P. putida KT2442::mer-lsolate auf PMA-haltigen LP1 21 -Medien getestet, zeigten sie 
hohere Resistenz uber einen kurzeren Bereich an PMA-Konzentrationen auf festen Medien, als wenn sie in 
flussigen Medien gezuchtet wurden. 

Im allgemeinen zeigten die 20 P. putida Fl::mer-Stamme eine groBere Hg r als die untersuchten P. 
putida KT2442::mer. 50 % wiesen auf festen bzw. flussigen LP121 -Medien einen 14,3-85,7-%igen Anstieg 
an Hg r im Vergleich zu P. putida KT2442::Tn501-132 auf. Dagegen waren die Obergrenzen fur PMA' 
zwischen den mer-Abkommlingen von P. putida KT2442 und F1 vergleichbar (Fig. 1). 

Distal zu den merA-Genen von Tn50l gelegene DNA-Sequenzen und die Plasmide R100 und pDUl358 
sind von Bedeutung fur die Hg r und weisen einen hohen Komologiegrad auf (4, 11, 13, 22, 25, 29). Die 
Deletion dieser Sequenzen, die fur mindestens zwei otfene Leserahmen codieren (merD und urfl), 
vermindert die Hohe der maximalen Hg r urn 20 % (4, 22, 25, 29), was mit einer Abnahme der Induzierung 
der Hg-Volatilisierung (4) und mit einem gleichzeitigen Anstieg der mer-Transkription korreliert (22, 29). Es 
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konnte gezeigt werden, dafl das merD-Protein spezifisch an den mer-Promotor (P mer ) bindet (22). Deshalb 
ist vorgeschlagen worden, daG MerD als Compressor der merTPABD-Expression iungiert (22, 29). 

Die zum Promotor distal gelegene EcoRV-Stelle, die zur Isolierung des merTPAB-haltigen Fragments 
fur die Konstruktion von pUTHg verwendet wurde (12), ist strangaufwarts von merD gelegen (11). Die 

s Quecksilber-Resistenz mit breitem Wirkungsspektrum, die von mini-Tn5 codiert wird, weist also eine 
Deletion von merD aut. Trotz des Verlustes von merD konnte jedoch gefunden werden, dafl einige der hier 
untersuchten P. putida::mer-Abkdmmlinge eine grdflere maximale Hg(ll)-/PMA-Resistenz aufweisen als P. 
putida, das Wildtyp-TnSOl beherbergt (Fig.1). Die Tatsache, dafl die Resistenz einiger mini-Tn5-isoiate weit 
hoher war als die bereits fruher in merD-Mutanten beobachtete, namlich 60 uM (22), bestatigt, dafl die mer- 

70 TPAB-Transkription in diesen Isolaten von starken exogenen Wirtspromotoren an ihren jeweiligen chromo- 
somalen Insertions-Zielorten herruhrt. 

Beispiel 4. mer-Genexpression in P. putida::rr>er-lsolaten 

75 Da sich die enzymatische Aktivitat des merA-Genprodukts, die Quecksilber-Reduktase, aus rohen 
Zellextrakten bestimmen laflt (36), wurde diese als Mafl fur die Genexpression von mer gewahlt, Guecksil- 
ber-Reduktase-Bestimmungen wurden an Extrakten von 12 reprasentativen P. putida KT2442::mer- und 11 
P. putida F1 ::mer-lsoiaten ausgefuhrt, die mit und ohne zugesetztem HgCb in LPl2l-Medien gezuchtet 
worden waren. P. putida KT2442::Tn501-132 wurde genauso untersucht, nachdem der Stamm in LP121- 

20 Medium mit HgCb induziert worden war, urn den Vergleichswert fur die mer-Expression zu liefern, die vom 
nativen, von Tn50l codierten mer-Promotor herruhrt (16, 21, 28). Die Ergebnisse dieser Experimente sind in 
Tabelle 2 dargestellt. 

Eine Expression von merA in P. putida KT2442::Tn50l-i32 war ohne Zugabe von HgCb nicht 
erkennbar. Wie bereits fruher in Studien mit E. coli-Wirten gefunden wurde, ist durch Tn501 codierte merA- 
25 Expression mit Hg(ll) induzierbar, wie auch das mer-Operon des Plasmids R100 (39). Die Hg(ll)-lnduzierbar- 
keit in diesen Systemen wird durch die Aktivitat des Me rR- Proteins verursacht, das in Gegenwart von Hg(ll) 
als positiver Regulator fur die merTPAD-Expression Iungiert, in dessen Abwesenheit jedoch als negativer 
Regulator (7, 16, 25, 30). 

Es wurde jedoch berichtet, dafl die vom Wildtyp Tn501 codierte mer-Aktivitat in Pseudomonas 

30 aeruginosa beinahe konstitutiv ist; in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Hg(ll) wurde eine nur 30 %ige 
Differenz an MerA-Aktivitat beobachtet (4). Es hat sich jedoch vorliegend gezeigt, dafl die Expression des 
Tn50l-Operons in P. putida Hg-abhangig ist: in nicht zuvor Hg(ll) ausgesetzten Zellen war keine Ouecksil- 
ber-Reduktase-Aktivitat auffindbar (Tabelle 2), und uninduzierte Kulturen waren Hg s (siehe unten, Fig. 3). 
Im Gegensatz zu der Induzierbarkeit, die bei dem Tn50i vom Wildtyp enthaltenden P. putida-Stamm 

35 gezeigt wurde, wiesen alle. getesteten 23 P. putida::mer-lsolate annahernd die gleichen Werte fur die 
Guecksilber-Reduktase-Aktivitat auf, unabhangig von der Zugabe Oder dem Fehlen von HgCb. Deshalb ist 
die merTPAB-Expression in diesen Stammen konstitutiv; ein Zusatz von Hg(ll) ist fur die merTPAB- 

Expression nicht erforderlich (Tabelle 2). 

Dem Plasmid pHGl06, der Quelle von pDUl358-merTPAB-DNA fur die Konstruktion von MiniTnS, fehlt 

40 das merR-Gen (11, 12). merR-Mutanten von Tn501 und vom Plasmid RiOO zeigen normalerweise mikrokon- 
stitutive merTPAD-Expression (d.h. 10fach uber dem normalen reprimierten Wert, aber lOOfach unterhalb 
der normalen induzierten Werte), und sie sind phanotypisch Hg s (25, 28). Das Wildtyp-pDUl358-mer-Operon 
(aus dem das hier verwendete mini-Tn5 derivatisiert worden war) ist wie Tn50l und R100 ebenfalls 
induzierbar, wenn es jedoch eine Deletion von merR aufweist, verleiht es E. coli Hg r (11). Die konstitutive 

45 mer-Expression, die sich bei den vorliegend untersuchten P. putida;:mer-lsolaten erkennen laflt, ist also 
wahrscheinlich eine Folge des Fehlens einer merR-Determinante. 

Der Wert der konstitutiven Quecksilber-Reduktase-Aktivitat, den die untersuchten P. putida::mer-lsolate 
aufwiesen, unterschied sich in signifikanter Weise von der induzierten merA-Aktivitat f die P. putida 
KT2442::Tn50l-l32 aufweist, P. putida KT2442::mer-lsolate zeigten einen bis zu 4,2-fachen Anstieg (Isolat 

so 73), und die Stamme P. putida Fl::mer zeigten eine maximal 3,3-fach (Isolat 1-1) hohere Reduktase- 
Aktivitat als der TnSOl enthaltende Stamm. Die Deletion von merD, dem vermutlichen merTPAB-Corepres- 
sor, konnte zum Anstieg der mer-Expression beitragen, der in diesen P. putida::mer-lsolaten beobachtet 
wurde. Die Tatsache jedoch, dafl die Expression zwischen ::mer-lsolaten stark schwankt (siehe Tabelle 2), 
stutzt wiederum die Vermutung. dafl die Transkription in diesen Stammen mindestens teilweise von 

55 exogenen Wirtspromotoren an den Orten der mer-lnsertion ausgelost wird. 
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Beisoiel 5. Beziehung zwischen PMA ' ^ Hn' und der merTPAB-Expression 

Die Quecksilber-Reduktase-Aktivitaten der jeweils untersuchten P. putida::mer-lsolate wurden gegen die 
Res.s enz derselben Stamme gegenuber PMA Oder Hg(ll) in festen Oder flussigen LPl2i-Med.en au.ge.ra- 
oen D e Em bnisse dieser Analyse sind in Fig. 2 dargeste.lt. Die Da.en erfuHen im groflen und ganzen e-ne 
q draLhe Funktion. was zeigt. dafl die Resis.enz mi, dem Quadra, (bzw. einem An,e,l avon) der 
£eduk,ase-Ak,ivi,a, steigt. Die in flussigen LP^-Medien gemessenen Resistenzen ze.g.en bessere , Ko e- 
lation zur mer-Express.on als diejenigen, die au, festen Medien bes„mm, worden waren. Be. der Transfor- 
Hon a er Korrela„onen in s,a,is,ische Zahlenpaare fielen iedoch nur die aus den Res.stenzbes.mmungen 
r iussfoen PMA enthaltenden LPnai-Medien gewonnenen Da,en und die Kollekt.vgruppen-Da.en ,n e.n 
n, va 'von 95 % Sicherhei, (Fig. 2). Wahrend die Quecksilber-Resistenz ganz allge mein un er den 
or egend verwende.en Bedingungen mi, der mer-Expression korrelier, ,st. zeig.e deshalb die Resistenz 
gegenuber PMA bei der Messung in flussigen Minimal-Medien die direktes.e Bez.ehung zur me,Expres- 

Si ° n 'ln scharlem Geqensatz zu diesen Ergebnissen haben S,udien in E. coli ergeben, daS mi, steigender 
m er Gen Dosts kein r n s' eg der Hg' gezeig, werden kann; die Resistenz wies keine Korrela.ion m den 
Zen fur 1- Expression auU23. 25? Obwoh, man gefunden ha, dafl die 0^,^t«, 
Tk ivS, n mi, der Kopienzah, von mer in E. co,i ans.eig,. war bei diesen Ans.iegen kem e gl ^ «^ 
ErLung der Hg' der ganzen Zellen (23, 25) manifes,. Wei.ere Untersuchungen ergaben daB Hg duch 
rt^n S-TransL in die ganzen Zellen limitiert war; der Transport erreichte d.esen Ergebn.ssen zufolge 
den Hg ) Transport ,n d e ga Transportproleine, wahrscheinlich ein infegrales Protein 

ri^^ran 5 W 2 t 2T WU r: 0 tsc h ,age P n, L eine Limitation bezOglich der VerfOgbarkeU 
vT^onsorten fur MerT in der Membran , ^ -b^^n .r Hg und 

rtpr mer-Exoression verantworthch sem konnte (23, Ji). Aucn erne iimmeue ^ c 
energetlsche Obe'egungen bezuglich des Transports wurden a.s Erk.arungen fur die Begrenzung von Hg 
trr>t 7 flrKitPinender mer-Kopienzahl in E. coli angeboten (31). 

D T« Z ooen zitierten studien un,ersuch,e Hg' von E. coli-Stammen wurde entweder auf komp^xen 
und/ode veriestigten Medien bestimm,. Sulfhydrylgruppen in komplexen Medien sollten erwarlungsgema 
ein^n g e wi sse n Ant ei I des verfugbaren Hg(,l> binden. Die reale Konzentration an Hg(H) der d,e Zellen au 
Zl En ausaesetz, werden Hegt infolge der asymmetrischen physiochemischen Bedingungen von auf 
einem t ^SS. ^S^dSn Zelfen ebenfalls beinahe mi, Sicherheit unterhalb der erwa,e,en 
KnZ.n rat on Unterschiede der Hg' zwischen verschiedenen Slammer konnen unter diesen Umstanden 

Diese Oberlegungen konn,en auch die Abnahme der Propor.ionahta, erklaren, die zwischen der Hg PMA 
und der mer Expression, von P. putida::mer-lsolaten au, verfes,ig,en Med,en beobachtet wurde F.g 2). 
Auch nn,e da H . seiner F,uch,igkei, wegen schnel.er aus flussigen Medien ver.oren geh, a* PMA 
eine bessere KorreWion zwischen Resistenz und Expression in PMA-halt.gen. fluss.gen Med.en erz,el, 

^^^"ge^^ ^grund wurde erfndungsgernaB festgesiem. daTdie 
Hyper xpreSon vo" mer'eine erhi Ouecksi.ber-Resis,enz verlieh. Ahnliche Versuche ,r , E. cc, wa e 
Jololos zeioten iedoch die Transportlimitationen in diesem Organismus auf (31). Unterschiede in aer 
SS^Srtl^unfl infolge der gene.ischen Dive.genz dieser beiden Organ.smen und/ode e 
Zusammensetzung der Medien k6nn,e die Verschiedenhei, dieser Ergebn.sse erklaren. Falls die M *™'™ 
tZ*™TZ<lL«e Transportproteine in P. pu,ida s,gni,ikan, erhoht ist, konnte d.es d,e beobachtete 
direkte Korrelation der mer-Expression mit der Resistenz zur Folge haben. 

Beispiel 6. Bestimmung der Wachstumsralen in Geqenwart von Quecksilber 

Wachstumskurven fur die elterlichen, gegenuber Hg empfindlichen (Hg«) Stamme P. pu,ida KT2442 und 
, F1 2 ^ ^2442:^73. Fl.mer-M und KT2442-Tn50l-132 Hg'-Derivate wurden gemessen. urn die 
,» • .1 mflrTPAB-Hvoerexoression auf die Wachstumsrate der Kultur zu best.mmen. 
^ H % ^SSS. SS- zeigten keine signifikanfe Wirkun g de; JJ^J^ 
WachsLsrate. wenn sie in HgCI,-haltigen LP 12 l-Medien inokuhert wurden, wahrend ^e elterlichen R 
Sta und das TnSOl-Derivat unter identischen Bedingungen nicht wachsen konn,en (F,g. 3). Da ^geze.gt 
e n !2n is, daB die merTPAB-Expression kons.itutiv is,, konnte ein Uberleben dieser Stamme au, anfangh- 
che Hg-ExposUion h!n erwarte, warden. Jedoch is, fur den Tn50l-ha.,igen S.amm eine 
ertorde'r'ch damit das durch Tn50l codierte mer-Operon exprimiert werden kann f ; -erden d^ Zellen 
otch Konzentrationen von Hg(.l) ausgesetzt, verhindert dies al.er Wahrschemhchke,, nach das Zell- 
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wachstum, bevor die mer-lnduktion anspringt. wobei gleichzeitig ein Hg s -Phanotyp vorgetauscht wird (Fig. 

3). 

Auch die Zugabe von HgCfe zur midlog-Phase fuhrte zu keiner nennenswerten W.rkung auf die Wachstums- 
rate von rner-73 Oder -1-1, wa'hrend die elterlichen Hg 5 -Kontrollkulturen einen sofortigen Stillstand des 
s Zellwachstums zeigten und eine induzierte P. putida KT2442:Tn50i-l32-Kultur eine leicht erhohte Wachs- 
tumsrate aulwies (Fig. 3). 

Weiter zuruckliegende Wachstumsstudien mil dem induzierbaren mer-Operon vom Wildtyp PDU1358 
mit breitem Wirkungsspektrum in E. coli zeigten, daS mit Hg(ll)- oder PMA-Konzentrationen unterhalb des 
toxischen Bereiches behandelte Kulluren mil hoheren Raten wachsen als jene, die spater toxischen 
to Konzentrationen dieser Verbindungen ausgesetzt warden (11). P. putida::mer-Stamme' die das alterierte, 
von PDU1358 stammende mer-System enthalten, zeigten dagegen auch dann, wenn sie mit toxischen Hg- 
(ll)-Konzentrationen behandelt warden, eine genauso groBe Wachstumsrate wie unbehandelte Kontrollen 
(Fig. 3). 

75 Beispiel 7. Verifizierung einer stabilen merTPAB-Transposition 

KT2442- mer-lsolate (-67, -73, -2-4, -2-49, -1-121) und Fl::mer-lsolate (-1-1, -1-7, -1-22, -10. -13) von P. 
putida warden durch Southern-Hybridisierung (37) analysiert, am die Transposition des mer-Operons zu 
sichern und die Einmaligkeit der jeweiligen Transpositionsereignisse festzusteilen. 

20 Gereinigte pUTHg-DNA wurde mit Sfil verdaut. wodurch ein 3,2 kB-Fragment erzeugt w.rd, das unter 
AusschluB der verkurzten IS50-Sequenzen fur die merTPAB-Gene codiert (12). Genomische DNA, die aus 
den P putida mer-lsolaten isoliert worden war. wurde auf die gleiche Weise mit Sfil oder EcoRI geschn.tten, 
fur das es im mobilisierten mini-Tn5-mer-TPA8-Konstrukt eine einzelne schnittstelle gibt (12). Genomische 
DNA der elterlichen Stamme P. putida KT2442 und F1 wurde ebenfalls mit Sfil verdaut. Genomische DNA 

25 von P. putida KT2442::Tn501-l32 wurde mit Aval verdaut, wodurch ein 2,7 kB langes Fragment entsteht, 
das die Tn50l merTPAD-Gene enthalt (3, 4, 21). 

Die gesamte verdaute DNA wurde einzeln entweder mit dem isolierten 3,2 kB langen pUTHg-Fragment, 
das fur merTPAB codiert, oder mit pGP704 als Sonde zusammengegeben, das die pUTHg-Vektor- 
Sequenzen (abzuglich mini-Tn5 und tnp*) enthalt (12, 20). 

30 Die Ergebnisse zeigten, dafl beim Zusammengeben mit der mer-Sequenz in alien Sfil-verdauten P. 
putida-mer-Proben ein 3,2 kB langes, hybridisierendes Fragment vorhanden war, das der durch Sfil 
erzeugten pUTHg-mer-DNA entspricht, was zeigt, dafl merTPAB tatsachlich durch diese Isolate cod.ert wird 
(Fig 4) Fragmente mit hoherem Molekulargewicht aus diesen Verdauungen, die geringere Hybndisierung 
zeigen sind wahrscheinlich die Folge von unvollstandiger Sfil-Verdauung der hybridisierten DNA (Fig. 4). 

35 Die DNA die KT2442-Tn50t enthielt. zeigte beim Zusammengeben mit merTPAB als Sonde Hybndisierung 
eines Fragmentes, das der vorhergesagten GroBe der Tn50l-merTPAD-DNA entspricht (3, 4. 21). Die 
elterlichen Stamme KT2442 und F1 zeigten erwartungsgemaB keine Hybndisierung mit der mer-Sonde (Fig. 

4) " Die Hybndisierung der mer-Sonde mit P. putida::mer-DNA, die mit EcoRI verdaut worden war. fuhrte zu 
40 zwei hybridisierenden Fragmenten pro Isolat; alle Fragmente unterschieden sich in ihrer Mob.htat (KT2442- 

Derivate sind in Fig. 4 dargestellt). Demzufolge trat die mer-Transposttion in diesen Stammen nur e.nmal 

auf und resultierte in der Integration in einer einzelnen. nur einmal vorkommenden Wirtssequenz. 

Beim Hybridisierungsversuch des gleichen DNA-Satzes mit dem mer-Klonierungsvektor pGP704 zeigte 

nur die pUTHg-Kontrolle positive Hybndisierung (Daten nicht gezeigt). Das Vorliegen von merTPAB in den 
« P. putidar.mer-Abkommlingen ist also nicht die Folge einer Kointegration. da keine Vektorsequenzen 

beobachtet wurden, sondern zeigt echte Transpositionsereignisse. 

Beisoiel 8. Wachstum und Dioxyqenase-Aktivitat von P. p utida Fl::mer-lsolaten auf PMA. 

so Da P putida FVmer-lsolate sowohl die durch das Transposon codierte Organoquecksilber-Lyase als 
auch einen durch ihre Chromosomen spezifizierten Katabolismus fur Benzol beinhalten (10). wurden s,e 
daraufhin untersucht. ob sie sowohl Hg(ll) aus PMA abspalten als auch die gebildete Benzo gruppe a* 
einzige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen konnten. Deshalb wurde vorliegend die Fahigke.t von 21 P. 
putida Fvmer-lsolaten analysiert, auf M63-Agar mit 160 ug/ml PMA als einziger Kohlenstoffquelle zu 

55 wachsen Auflretende Kolonien wurden durch einen Farbtest mit 0.5 M Katechol auf das Vorl.egen von 
Aktivitat eines der am Benzolabbau beteiligten Enzyme. Katechol-2,3-Dioxygenase (9). getestet. 

Beide Kontrollen. P. putida F1 und P. putida KT2442::mer73. konnten nicht auf PMA wachsen (Tabelle 
3) P putida F1 besitzt keine Hg' mit breitem Wirkungsspektrum und ist deshalb PMA-empfindl.ch (PMA ) 
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- , nn/A H^choih fik P nutida F1 nicht als Kohlenstofiquelle verfugbar sein, weil 
(Fig. 1). DarGberhinaus ^nnte PMA deshaib ,u ^ ^ Aromaten . Kata bolismus PMA 

dieser Org.ni.mu. nich, fur ^V^^Tw^^Z^ -diert fur PMA' (Fig. 1) und kann 

Sat ™bs,ra, — ' - - - BenzC-Abbau-Pa.hway 



70 



75 



20 



25 



30 



f6hl 'rllun der oetesteten 21 P. putida Fi::mer-Stamme konn.en auf MSS-PMA-Medien wachsen und zeigten 
Neun der getesieten *i r. p 0ue cksilber-Reduk,ase-Bes,immungen vorgenommen 

"'J^' ndrTre'e 1 ^ darge fe Wact.umsun.erschiede der S,amme auf PMA wiesen keine 

wurden, smd in Tabelle 2 dargesiemj. ue mer A-ExDression auf (vergleiche Tabellen 2 

t^e. JU sowohl merA . h B ^^^^^ 
Promoter expnm.ert werden^dann ka inn d, , T«.kJ.. djB owo p ^ Wefte def 

auch solche mit niedngen Werten au p ^ ^hsen, ™cht du ^ 9 ^ ^ 

r^irrrrerm 0 ;; -=™ fl ** - — - - 

klarbar zu sein und erlordert weitere Un,er ^ Ch ^ 9 m en heobachteten Wacnstum au( l60 ug/ml PMA in M63- 
Die scheinbare Unvere.nbarke.t zwschen *rr ^^T^T,! sich am ehes.en durch einen 
Minimalmedium und einer max.malen PMA von 80 ug/ml aut U- * phosphatli- 
Zusammenhang mi, der ^J^^^ deU eine 

mitierende Bedmgungen (100 uM) b etet. stene a Bedingungen des M63-Mediums. In 

niedrigere PMA' als unter den b«|JjP ospl at u ~ e de pMA 9 zeig 9 en , die Aktivitaten VO n Hg' 

- r^^-***" .on P. putida F1 00 zu verbinden 
und einen neuen erste n Ma. Organismen zur Verfugung. in denen die 

toZZSrZ ^To-S^^ ben.igten Genen m„ e,nem deutiichen Anstieg der 

^twtt^^Cdie^berexpress^ ,n E. co.i insoweit geiungen, a,s d,e Kopienzah. dj , m£ 
Zwar ist bereits uuner u f Q ue cksilber-Res.s,enz zur Folge. Es 

Gens erhoh, vverden konn ^ *«, h ™*£^ Mn B 9 edingungen in E. co.i limitierend war. Eines 
konnte geze.gt werden dafl der Hg " ^ . und a wahrschei nlich is. die Zahl der fur Hg- 

der Transport-Protege ^^J^T^^^^ k 6nnen mer-uberexprimierende E. col- 
^^r:~Z^^~ genug ei.ransport.eren ( und dann reduzieren), 

um sich se.bs, vor der To^eje« ^f^^^mufbereitgesle.lt, in dem die Uberexpression 
ErlindungsgemaB wurde nun m « p pu.d an Orga g ^ ^ ^ 

:;r::;2^^^^ — r die von E co,i - sodas der 

Elnfransport in die Zel.e und dami, die H g (l.)-Reduk,ionsrate geste.ger, werd n. ^ 
Bn z.ei.er winger ^ X ^ n indu^ "t wie es'die Wlldtyp- 

. Proteine. Die ZeHen s,erb f e "< e ^^ Konzentrationen an Hg(..) kontaminiert ist, sind 

,so.a,e tun. ^JT^^^^^^^ derartige Konzentrationen nich, ausreichen. 
Organismen mit konstitutiver Expression uue ey n.,*ru<5iihf>r-Reduktion zu bewirken, reduzieren 

urn in den Wildtypen die .ndukt.on der ^^^ a ^^^ gro8 em Vorlei., da sich 
die ^^tenrit hoS d len u e n r d damit (noch) unge.ahr.ichen Konzentrationen in 

5 Umge u vo 'a dt ^ hSheren Organismen akkumu.iert und dami, .ang.ristig giftig und be.astend 
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uberexprimieren, 

(ii) resistent gegen Hg(ll)-Verbindungen ist 

* 'TZ^ZZSXZZ r^^XZTSL^ ~» k ann. 
3. eatderianstamm nach Ansp-u* t od„ 2. dadurch oe.annieichn... da» a, aich urn wen P. putida- 

Stamm handell. 



17 



EP 0 585 652 A2 



putida. KT2442 handelt. 

5 Bakterienstamm nach einem der AnsprUche i b,s 4, dadurch gekennzeichnet. da* er d,e mer-Gene ,n 

5 seiner genomischen DNA insertiert enthalt. 

od« .sequemen gam Oder leii»eise dslensrt sind. 

tion von pUTHg in die Wirts-DNA insertiert worden sind. 
8 P. putida KT 2442 x pUTHg Oder P. putida F1 x. pUTHg, 

unter der DSM Nr.7208 

10 Ve.ahren zum HersteNen eines Bakterienstammes nach einem der Anspruche 1 bis 9 durch ungezie.te 
^oson-Motagenese mi, einem mer-Gene enthaltenden Transposon. 



n Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. dafl das Transposon 

Beaten transponiert wird und dort stabil integriert ver.eib, 

(iii) keine mer-Regulatorgene besitzt. 
?5 rt , H a H.,rrh nPkennzeichnet daQ ein transposonenhaltiges Plasmid 

- rcrast^Mfs^ - 

Trti in den snlsp.ech.ndW Aki.plor Ir.nsmM «rd. 

, ,3 V 9 «.en n,CP einer. » A» S prO« -0 « 12. «-». .-n-*** da, * Ko„ ju9 «n s p,odu, 

te auf Quecksilber-Resistenz selektioniert werden. 
U vertahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da* das Selektionieren durch Screenen der 

IscTe mi, einsm Medium erlolgt. das Phenylquecksi.beraceta. entha... 
35 1B vertahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet da* das Screenen der iso.ate mit steigenden 

Konzentrationen Phenylquecksilberacetat im Med,um erfolgt. 
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Fig. 1 
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